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(54) Title: ANAEROBIC FERMENTATION PROCESS 
(54)Bezeichnung: ANAEROBES FERMENTATIONSVERFAHREN 
(57) Abstract 

The aim is to improve the conduct of a process for the microbial conversion of a substrate to form a metabolite in anaerob- 
ic conditions. To do so, a tower-like pneumatic reactor without any mechanically actuated components is used as the fermenter 
and gas bubbles are generated to start the process during fermentation by forcing an oxygen-free gas in the lower region of the 
reactor. 

(57) Zusammenfassung 

Bei einem Verfahren zur mikrobiellen Umsetzung eincs Substrats zu einem Metaboliten unter anaeroben Bcdingungen 
sollte die Verfahrensfuhrung verbessert werden. Dies gelang dadurch, daS als Fermenter ein turmartiger pneumatischer Reakmr 
ohne mechanisch bewegte Einbauten eingesetzt wird, und daR zur Durchfuhrung des Fermentationsansatzes wahrend tier fer- 
mentation durch Einpressen eines sauerstofffreien Gases im unteren Bereich des Reaktors Gasblasen erzeugt werden. 
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"Anaerobes Fermentationsverfahren" 



Die Erf indung betrifft die Durchf iihrung eines anaeroben Fermenta- 
tionsverfahrens mit Hilfe von Gasblasen durchmischten turmartigen 
Reaktor. 

Turmartige pneumatische Reaktoren sind in der Fermentationstechnik 
seit vielen Jahren bekannt. Einfachere Ausfiihrungsformen sind zy- 
1 inderformige Behalter, die von unten begast werden. Derartige Vor- 
richtungen werden iibl icherweise als Blasensaulen-Reaktoren bezeich- 
net. Zur Verbesserung des Sauerstof faustausches bei aeroben Prozes- 
sen wurden derartige Blasensaulenf ermenter mit Einbauten versehen, 
die die Gasblasen ablenken und damit deren Weg durch das Fermenta- 
tionsmedium verlSngern. Derartige Reaktoren mit Leitrohren zur 
Stromungsstabilisierung werden im allgemeinen Airl if t-Reaktoren ge- 
nannt. Zu einer ausfuhrlichen Abhandlung iiber Reaktionstechnik in 
Blasensaulen siehe Wolf-Dieter Deckwer in Grundlagen der chemischen 
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Technik, Herausgeber: Prof. Dr. Kurt Dialer, Dr. Juri Pawlowski und 
Dr. Wolfgang Springe, Verlage: Otto Salle, Frankfurt und Sauerlan- 
der, Aarau, Seiten 13 bis 25. In der wissenschaft lichen Literatur 
finden sich zahlreiche Hinweise auf die Verwendung von Blasensaulen- 
fermentern bzw. Airlift-Reaktoren. Verwiesen sei beispielsweise auf 
die folgenden Literaturstellen: 

1. Bauer, G. , Paar, H. , Nussbaumer, M. , Moser, A., Prep. Ger. Jap. 
Syrap. Bubble Columns, June, 13-15, 1988, Schwerte, GVC, 
Dusseldorf 1988, 173-178 

2. Wornle, R., Deger, H.M. Prep. Ger. Jap. Symp. Bubble Columns, 
June, 13-15, 1988, Schwerte, GVC, Dusseldorf 1988, 159-162 

3. Schafer, H., Deger, H.M., Biotechnologie Forum 6 (1989) 3, 
162-166 

4. Blenke, H. , Adv. Biochem. Eng. 13 (1979) 122-214 

5. Adler, I., Fiechter, A., Swiss Biotech 1 (1983) 2, 17 - 24 

6. Frohlich, S., Charakterisierung von Turmreaktoren im Labor- und 
PilotmaBstab, VDI-Verlag, Dusseldorf 1987 

7. Moo-Young, M. , Halard, R. , Biotech. Bioeng 30 (1987) 746-753 

8. Lesniak, W., Podgorski, W. , Pietkiewicz, J., Chemical Abstracts 
104 (1986) 427 

9. Richmond, C, BioEngineering 1 (1986) 62-63 

10. Birch, J.R., Trends in Biotechn. 3 (1985) 7, 162-166 
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11. Rhodes, M., Birch, J.R., Biotechnology 6 (1988) 518-523 

12. Blenke, H., Biotechnologie Forum 5 (1988)1, 6-23 

13. Westlake, R., Chem.-Ing.-Tech. 58 (1986) 12, 934-937 

14. Kanawasa, M. # in Tannenbaum, S.R., Wang, D.I.C. (Eds), Single 
Cell Protein II, MIT-Press, Cambridge 1975, 438-453 

15. Cooper, P.G., Silver, R.S., in Tannenbaum, S.R., Wang, D.I.C. 

(Eds), Single Cell Protein II, MIT Press, Cambridge 1975, 
454-466 

16. Blenke, H., in Rehm, H.J., Reed, G. (Eds), Biotechnology Volume 
2 VCH, Weinheim 1985, 465 ff 

17. Leistner, G. f Muller, G. , Chem.-Ing.-Tech. 51 (1979) 4, 288-294 

18. Zlokarnik, M., in Rehm, H.J., Reed, G. (Eds), Biotechnology 
Volume 2, VCH, Weinheim 1985, 537 ff. 

19. Deckwer, W.-D.: Reaktionstechnik in Blasensaulen, Sauerlander + 
Salle, Frankfurt, 1985 

20. Deckwer, W.-D.: Bubble Column Reactors, in Biotechnology Vol.2 
Eds. H.-J. Rehm and G. Reed r VCH f Weinheim 1985 

Dem Einsatz von Blasensau lenf ermentern bzw. Airl if t-Reaktoren lagen 
bisher Uberlegungen zugrunde, den bei aeroben Fermentationen beno- 
tigten Sauerstoff gleichzeitig zum Durchmischen des Reaktorinhaltes 
zu verwenden. Fiir den Fermentationsfachmann verbot sich daher der 
Einsatz von Blasensaulen-Reaktoren und insbesondere von Airl if t-Re- 
aktoren bei anaeroben Prozessen. Anaerobe Fermentationen benotigen 
bekanntlich keinen Sauerstoff. 



WO 91/15590 




PCT/EP9 1/00569 



- 4 - 



Fur anaerobe Fermentationen wurden bisher in erster Linie RQhr- oder 
Rieselbettreaktoren vorgeschlagen. Verg lichen mit einem pneumati- 
schen Reaktor wird beim Riihrreaktor ein hSherer Energieeintrag wah- 
rend der Fermentation benStigt und es konnen entlang der Ruhrerwelle 
Abdichtungs- und Sterili tat sprobl erne auftreten. Andere Vorschlfige 
fur die Durchfuhrung anaerober Fermentationen beziehen sich auf 
Wirbelschicht-Reaktoren mit immobilisierten Mikroorganismen, so 
beispielsweise Qureshi, N. , Maddox, I.S., Bioprocess Eng. 3 (1988) 
69-72. Eine derartige Wirbelschichttechnik ist fur groBtechnische 
Anwendungen sehr aufwendig und bedarf hoher Energien zur Umwalzung 
des Mediums, urn ein optimales Wirbelbett zu erzeugen. Haufig wird 
dabei auch ein Tragermaterial wie etwa Sand zur Immobilisierung der 
Mikroorganismen benetigt, so daB sich die Frage der Fixierung der 
Mikroorganismen auf dem Tragermaterial stellt bzw. dafur gesonderter 
Auf wand notig wird. 

Die Erfindung bricht mit diesem Vorurteil. Es hat sich nunmehr ge- 
zeigt, daB Blasensaulenreaktoren mit besonderem Vorteil auch bei 
anaeroben Fermentationen eingesetzt werden konnen. Mit besonderem 
Erfolg konnen solche Reaktoren bei der Umsetzung von Glycerin zu 
1,3-Propandiol mit Hilfe von anaeroben Mikroorganismen verwendet 
werden. 

Gegenstand der Erfindung ist daher ein Verfahren zur mikrobiellen 
Umsetzung eines Substrats zu einem Metaboliten unter anaeroben Be- 
dingungen in einem Fermenter, dadurch gekennzeichnet, daB 

als Fermenter ein Blasensaulenreaktor ohne mechanisch bewegte 
Einbauten eingesetzt wird, und daB 

zur Durchfuhrung des Fermentationsansatzes wahrend der Ferraen- 

t.atipn_durch _Ej«lPres^en Ain?i_.siu?rstofffrejen_Gases im unteren 

Bereich des Reaktors Gasblasen erzeugt werden. 
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Geeignete Blasensaulenfermenter sind senkrecht stehende Zylinder mit 
Gaseinleitungsmogl ichkeiten im unteren Raum, einem Gasabzug im 
oberen Raum und Zu- und Ableitungsmogl ichkeiten fur das 
Fermentationsmedium. 

Weiterhin geeignet fur das erf indungsgemaBe Verfahren sind Airlift- 
Reaktoren, die gegenuber den Blasensaulenfermentern noch Leitrohre 
enthalten konnen. Bei auBerer Flussigkeitsabstromung und Begasung im 
Inneren des Leitrohres betragt der Durchmesser des Leitrohres 60 bis 
90 %, vorzugsweise 65 bis 75 %, des Durchmessers des Fermenters. 
Wird dagegen der Ringraum zwischen zentral angeordnetem Leitrohr und 
der Fermenter-Innenwand begast, so wird der Leitrohrdurchmesser 40 
bis 60 %, vorzugsweise 45 bis 55 % des Fermenter-Durchmessers , ge- 
wahlt- 

Zur Durchmischung wird nach dem erf indungsgemaBen Verfahren vorge- 
schlagen, ein sauerstofffreies Gas in den unteren Bereich des Reak- 
tors einzupressen, Als sauerstofffreie Gase eignen sich in ^rster 
Linie Gargase, Diese konnen allein Oder in Abmischung mit geeigneten 
Inertgasen eingesetzt werden. Als Inertgase kommen hier Stickstoff, 
Kohlendioxid oder Edelgase wie Argon in Frage. Der Begriff sauer- 
stofffreie Gase umfaBt auch Gase mit einem Restsauerstoff gehalt , der 
so bemessen ist f daB er die Fermentation nicht stort; so z.B. tech- 
nischen, nicht nachgereinigten Stickstoff. Die Begasungsrate liegt 
vorzugsweise zwischen 0,001 vvm bis 0,2 vvm, insbesondere zwischen 
0,03 und 0,07 vvm, 

Nach einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung ar- 
beitet man mit einem Reaktor, der im Kopfbereich iiber eine Diise ver- 
fugt, durch die Fliissigstoffe zudosiert werden konnen* Es hat sich 
gezeigt, daB die gezielte Zudosierung von Fliissigstoff en zur Schaum- 
bekampfung eingesetzt werden kann, wodurch die storende Mitverwen- 
dung von Antischaummittel verhindert oder auf ein Minimum begrenzt 
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werden kann. Das Verfahren sieht dabei vor, am Kopf des Reaktors 
ProzeBstoffe Oder im Kreislauf gefiihrtes Kul tunned i urn einzuspruhen. 
Unter ProzeBstoffen werden hier Zusatzstoffe verstanden, die zur 
Aufrechterhaltung der Fermentation benotigt werden, so beispiels- 
weise Neutral isationsmittel bei Fermentationen, die unter pH-Ver- 
schiebung stattfinden, Ausgangsprodukte oder besondere Nahrstoffe 
fur die Mikroorganismen. Diese Ausfuhrungsform der Erfindung zeigt 
einen besonderen und unerwarteten Vorteil der Vorgehensweise, da die 
Fachwelt bei pneumatischen Reaktoren im besonderen MaBe mit Schaum- 
problemen gerechnet hat, die bei den hohen, bei aeroben Prozessen 
iib lichen Begasungsraten auch auftreten. 

Nach einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung kann mit einem 
Reaktor gearbeitet werden, bei dem das Gas am Boden eingeleitet 
wird. 

Nach einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung wird vorteilhaf- 
terweise mit einem Reaktor gearbeitet, bei dem das Gas Uber einen 
Ringbegaser eingeleitet wird. Dabei betragt der Durchmesser des 
Ringbegasers vorzugsweise soviel wie der halbe Reaktordurchmesser 
Oder weniger. Den gewahlten Lochdurchmesser der Begaser paBt der 
Fachmann der Hdhe der Saule und der ViskositSt des Mediums an. 

Im Rahmen des erf indungsgemSBen Verfahrens kann der Fachmann den 
Schlankheitsgrad des eingesetzten Reaktors in weiten Grenzen wahlen. 
Unter Schlankheitsgrad wird hier das Verhaitnis von Hohe zu Durch- 
messer verstanden. Dieses Verhaitnis soil vortei lhafterweise im Be- 
reich von 5 bis 20 und insbesondere im Bereich von 5 bis 10 liegen. 

Nach einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung kann mit Reaktoren 

gearbeitet .werden.,- die-uber-statisehe Einbauten"verfugi§rirweTche "die" 

Durchmischung fSrdern. Derartige Einbauten sind insbesondere Leit- 



WO 91/15590 



- 7 - 



PCT/EP91/00569 



rohre, die die Zirkulationsstromung pneumatisch betriebener Turmre- 
aktoren stabilisieren. 

Durch Einbau der Leitrohre kann man in BlasensSulen einen gelenkten 
Flussigkeitsumlauf (Schlaufe) erzeugen, wodurch die Durchmischung 
verbessert wird. Im einfachsten Fall wird die Schleppwirkung der 
Blasen und der durch den Dichteunterschied zwischen Flussigkeit und 
Gasblasendispersion bedingte Mammuteffekt ausgenutzt und durch ein 
Einsteckrohr (Leitrohr) die Zirkulationsstromung stabilisiert 
(Schlaufenstromung). Je nach Anordnung der Begasungseinrichtung un- 
terscheidet man zwischen Mammutschlaufen-Reaktoren mit innerer oder 
auBerer Fliissigkeitsabstromung. Die Fliissigkeitsruckfuhrung ist auch 
uber ein extern angebrachtes Rohr moglich. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren eignet sich in besonderer Weise zu 
anaeroben Fermentationsverf ahren, bei denen ein Substrat in einen 
Metaboliten uberfiihrt wird, beispielsweise fur die fermentative 
Herstellung von 1 ,3-Propandiol aus Glycerin. Die fermentative Her- 
stellung von 1 # 3-Propandiol aus Glycerin ist beispielsweise in der 
deutschen Patentanmeldung Aktenzeichen P 38 29 618,7 beschrieben. 
Diese Anmeldung betrifft ein Verfahren zur Umwandlung von Glycerin 
in l f 3-Propandiol durch Mikroorganismen, dadurch gekennzeichnet ( daB 
man einen Mikroorganismenstamm, ausgewShlt aus den Gruppen Clostri- 
dium, Enterobakterium, Lactobacillus, Bacillus, Citrobacter, Aero- 
bacter, Klebsiella, der auf einer 5 Gew.-%igen Glycerinlosung als 
einziger Kohlenquelle unter Standardfermentationsbedingungen Gly- 
cerin in 1 ,3-Propandiol mit einer Raumzeitausbeute von mehr als 
0,5 g • h" 1 • I" 1 umsetzt, und diesen auf Glycerin als einziger Koh- 
lenstoffquel le unter anaeroben Bedingungen zur technischen Umwand- 
lung von Glycerinlosungen mit einer Konzentrat ion von 5 bis 20 
Gew.-% Glycerin unter Konstanthaltung des pH-Wertes einsetzt und 
nach weitgehendem Verbrauch des Glycerins die entstandene Biomasse 
abtrennt und das Produktgemisch destillativ aufarbeitet. 
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Ein derartiges Verfahren kann bevorzugt gemaB der hier vorliegenden 
Erfindung in einem pneumatischen Reaktor f etwa einem BlasensSulen- 
fermenter Oder einem Airlift-Reaktor durchgeftihrt werden. Nach einer 
bevorzugten Ausfuhrungsform verwendet man dabei als Glycerinlosungen 
technisches Glycerin, insbesondere technische Glycerinlosungen aus 
der technischen Verarbeitung von Triglycerides Bevorzugt sind Gly- 
cerinlosungen mit geringem Restfettsaureanteil . Die Glycerinkonzen- 
tration betragt vorzugsweise 5 bis 20 Gew.-%, insbesondere 10 bis 15 
Gew.-%; der pH wird in einem Bereich von 6 bis 9 konstant gehalten, 
insbesondere zwischen 6,5 und 8. 

Die folgenden anaeroben Mikroorganismen eignen sich fur das erfin- 
dungsgemSBe Verfahren: Clostridium perfringens, Clostridium pasteu- 
rianum, Clostridium acetobutylicum, Clostridium butyl icum, Clostri- 
dium butyricum, Clostridium bei jerinckii , Clostridium kantontoi, 
Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri, Citrobacter freundii, 
Aerobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter interme- 
dium, Klebsiella aerogenes oder Klebsiella oxytoca. 

Fur das erf indungsgemSBe Verfahren besonders geeignet ist die Um- 
wandlung von Glycerin in .1 ,3-Propandiol unter Zuhilfenahme eines 
Stammes Clostridium butyricum etwa von C. butyricum DSM 5431 und/ 
oder dessen zu 1 ,3-Propandiolbi ldung befahigten Mutanten oder Va- 
rianten. Dabei ist es ein besonderer Vorteil des Verfahrens, daB die 
geringe Schaumbi ldung durch Aufspruhen eines Teils des Fermentati- 
onsmediums auf den Schaum beherrscht werden kann, wobei auch die 
Schlaufenstrdmung im Airlift-Reaktor zur Schaumbeherrschung bei- 
tragt, so daB kein Entschaumungsmittel oder nur sehr wenig 
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Entschaumungsmittel mitverwendet werden miissen. Die ansonsten auf- 
wendige Abtrennung des Entschaumungsmittels von den Reaktionspro- 
dukten entfSllt dadurch oder wird vereinfacht. 
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Beispiele 



Beispiel 1 



Nach den Angaben des Beispiels 4 der DE-Patentanmeldung 
P 39 24 423.7 423-7 wurde Glycerin mit Hilfe eines Stammes Clostri- 
dium butyricum DSM 5431 im 50 1 Airlift-Fermenter in 1, 3-Propandiol 
iiberfuhrt. Die Gesamtglycerinkonzentration betrug 119 g/1. Nach ei- 
nem Zeitraum von 21,4 Stunden wurden unter Verbrauch von 92,8 g/1 
Glycerin 54,2 g/1 1 f 3-Propandiol gebildet, was 93 % der insgesamt 
erzeugten Stoffmenge an 1, 3-Propandiol und einer Raumzeitausbeute 
von 2,54 g/1 h entspricht. WMhrend der Fermentation war eine Menge 
an Antischaummittel (Desmophen( R )) , die einer Zugaberate von 0,75 
g/h entsprach, ausreichend. Eine Schaumbi Idung war praktisch nicht 
vorhanden. In synchron durchgefuhrten Vergleichsfermentationen im 
0,03 m 3 Ruhrreaktor konnte gezeigt werden, daB der im Ruhrkessel- 
reaktor auftretende Schaum im Gegensatz zum Betrieb im Airlift-Re- 
aktor durch Zusatz des Antischaummittels Desmophen nicht zu besei- 
tigen war. Wahrend der Fermentation betrug die Begasungsrate mit dem 
Inertgas Stickstoff 2,5 * 10-5 m 3/ sec . 

Beispiel 2 



In analoger Weise wurde Glycerin mit Clostridium butyricum DSM 5431 
im 1500 1 Airlift-Fermenter umgesetzt. Die Stickstoffbegasungsrate 
betrug 1,0 • 10" 3 m 3 /sec. Bei einer Anfangskonzentration des Glyce- 

r-ins von ea . 20 g/-l-wurden durch- weitere-Substratzugaben- -insgesamt- 

89,2 g/1 Glycerin in den Fermenter eingebracht, die vollstandig um- 
gesetzt werden konnten. Die Endkonzentration an 1 , 3-Propandiol 
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betrug 51,3 g/1 entsprechend einer Ausbeute von 70 mol-%, bezogen 
auf die verbrauchte Substratstoffmenge und einer Raumzeitausbeute 
von 2,97 g/1 • h" 1 . Zusatzlich wurden ca. 6 g/1 Butyrat und Acetat 
sowie geringe Mengen Ethanol gebildet. 

Eine nennenswerte Schaumbi Idling trat erst nach einer Kulturzeit von 
8,5 h auf, wobei der Schaumteppich sowohl wahrend der Laugezugabe 
als auch wShrend der Zufiitterung von Substrat vollstandig zusammen- 
brach. Zur besseren Ausnutzung der schaumbekampfenden Wirkung des 
Glycerins wurde das Substrat uber eine am Reaktordeckel angebrachte 
Duse in den Kopfraum des Fermenters gefiihrt. Wahrend der Substrat- 
zugabe brach die Schaumschicht nahezu vollig zusammen* Nach Beendi- 
gung der Substratzugabe wurde iiber dieselbe Duse Kulturmedium, das 
uber eine Schlauchpumpe abgezogen worden war, eingespritzt . Dabei 
wurde ebenfalls eine starke Reduzierung der Schaurrenenge festge- 
stellt. 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur mikrobiellen Umsetzung eines Substrats zu einem 
Metaboliten unter anaeroben Bedingungen in einem Fermenter, da- 
durch gekennzeichnet, daS 

- als Fermenter ein Blasensaulenreaktor ohne mechanisch bewegte 
Einbauten eingesetzt wird, und daB 

- zur Durchfuhrung des Fermentationsansatzes wahrend der Fer- 
mentation durch Einpressen eines sauerstofffreien Gases im 
unteren Bereich des Reaktors Gasblasen erzeugt werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als sau- 
erstofffreie Gase die am Kopf des Reaktors abgezogenen Gargase 
und/oder Inertgase wie Stickstoff , Kohlendioxid Oder Argon ein- 
gesetzt werden. 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 2 f dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Begasungsrate 0,001 bis 0,2 vvm, vorzugsweise 
0,03 bis 0,07 vvm, betrSgt. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zur Schaumbekampfung ProzeBstoffe und/oder im 
Kreislauf geftihrtes Kulturmedium durch eine im oberen Reaktor- 
teil angeordnete Diise auf den Schaum gespruht werden, 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Gas am Boden des turmartigen Reaktors zentral 

- ~ insbesondere~ax4a.U-~uber~e-^ 

ring eingeleitet wird. 
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6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Verhaltnis Hohe zu Durchmesser des Reaktors 
zwischen 5 bis 20 und 5 bis 10 gewahlt wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Reaktor statische Einbauten enthalt, die die 
Durchmischung fordern, insbesondere Schlaufen, die vorzugsweise 
mittig Oder wandgangig angebracht sind und als Trennwand aus- 
gebildet sein konnen* 

8. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 6 f dadurch gekennzeichnet, 
daB der Reaktor ein zweites inneres Rohr mit einem Durchmesser 
von etwa 60 bis 90 %, bevorzugt 65 bis 75 %, des Reaktordurch- 
messers und bis zu 2/3 Lange des zylindrischen Teils aufweist, 
urn die Durchmischung zu fordern. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Substrat Glycerin eingesetzt wird und dieses 
in Gegenwart anaerober Mikroorganismen in 1,3-Propandiol umge- 
setzt wird. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als anaerobe Mikroorganismen Stamme der Gattung 
Clostridium butyricum eingesetzt werden. 
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